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研究成果の概要（和文）：哺乳類では、胎仔期にディプロテン期で減数分裂を休止して休眠して
いる卵母細胞が卵巣内に数十万個含まれており、性周期毎に一定数の卵母細胞は発育・成熟し
て排卵に至る。優秀な子孫を残す戦略としてこの過程で９９％以上の卵胞・卵母細胞が選択的
に死滅するが、分子制御機構は未解明である。本研究は重要家畜であるブタの卵巣において繰
り返される卵胞の選択的な死滅を調節している分子制御機構を解明し、これに基づいて卵巣組
織を凍結保存して卵巣内で休眠している潜在的卵母細胞を救命して雌性遺伝子資源の保存を実
現するとともにそれを活用する手法を開発しようとするものである。これまでに卵胞閉鎖は顆
粒層細胞アポトーシスによって調節されていることが分かってきているので、顆粒層細胞にお
ける細胞死受容体を介するアポトーシスシグナル細胞内伝達系を解析し、ミトコンドリアを介
して細胞内アポトーシスシグナルが伝達する II型アポトーシス細胞であることを明らかとし
た。ついで細胞内でアポトーシスシグナル伝達を阻害している因子(cFLIP と XIAP)および細胞
膜外で阻害している可溶性細胞死受容体を見出し、これらの活用を図った。すなわち免疫不全
マウス腎にブタ卵巣組織細片を異種移植し、阻害因子にてアポトーシスを阻害することで、卵
胞救命率を高めることができた。 
 
研究成果の概要（英文）：In mammals, hundreds of thousands of oocytes are contained in adult 
ovaries, and small part of oocytes restart meiosis in each estrous cycle. More than 99% 
of follicles are regenerated as atresia, however, molecular control mechanism to select 
ovulating oocytes which is an important strategy to get excellent offspring has not been 
revealed. The present study performed to elucidate the molecular control mechanism that 
regulates a selective killing of ovarian follicles in porcine ovaries, in other words, 
to examine the apoptosis regulating molecular mechanism in granulosa cells. I analyzed 
the transmission system of apoptotic signal in granulosa cells. I revealed that granulosa 
cell was a type II apoptosis cell in which apoptotic signal transduced via mitochondria. 
I found that a novel soluble receptor, an outside factor of cell membrane, inhibited cell 
death in garnulosa cells. Moreover, I demonstrated two inhibitors, cFLIP and XIAP, which 
interrupted apoptotic signaling within the cells. For application of these apoptosis 
inhibiting factors, I created the rescue system for potential oocytes in frozen small 
ovarian tissues by apoptosis inhibitory factor gene transfer and xenotransplantation 
techniques to raise the follicle survival rate. 
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１．研究開始当初の背景 
 哺乳類でも体細胞核クローン作出が可能
となったのが１９９７年であるが、１０年以
上経過したにもかかわらず成功率が極めて
低いままである。成功率を上げる研究が必要
なことは言うまでもないが、優れた遺伝子資
源をもった高品質の卵母細胞を安定的に供
給することで成功率の低さをカバーするこ
とも重要である。哺乳類の卵巣には胎仔期に
体細胞分裂を終えて減数分裂を開始してデ
ィプロテン期で分裂を停止してしまって長
い休眠期にはいっている卵母細胞が数十万
含まれているので、これらを活用できる技術
システムを確立することが肝要である。しか
しながら、休眠中の卵母細胞を多量に含む卵
巣皮質の凍結保存とそこからの卵母細胞の
救命する技術の開発研究は皆無であった。 
 
２．研究の目的 

優秀な遺伝形質をもつ雌家畜の卵巣が、食
肉処理場では廃棄され続けている。これに含
まれて未利用なまま死滅する運命にある卵
母細胞を「卵巣内潜在的卵母細胞」とよぶ。
雄の場合は２０世紀半ばに精子の凍結保存
技術が確立されたので容易に保存可能であ
るが、雌の遺伝子と卵母細胞のミトコンドリ
ア遺伝子を遺伝子資源として安定的に保存
し、これを将来利用できるシステムは未だ完
成していない。近年世界中で大きな社会問題
となっている様々な新興感染症蔓延や地球
環境要因の変化に速やかに対応するために
は、多様で優秀な遺伝子を保存しておかなく
てはならず、雌家畜卵母細胞の保存技術開発
は、畜産学に関わる者の責務である。本研究
は、申請者が２０年以上継続してきた「卵胞
の選択的死滅を制御している分子機構の解
明研究」の成果を活用して卵巣内潜在的卵母
細胞を救命するものである。すなわち豚卵巣
の卵胞顆粒層細胞においては、アポトーシス
が主に Fas ligand（FasL）-Fas系システム
によって支配的に制御されている。健常に発
育している卵胞の顆粒層細胞においては、ア
ポトーシスシグナルの細胞内伝達経路は細
胞死リガンドと結合して活性化した細胞死
受容体に細胞内で結合するシグナル伝達介
在タンパク（FADD）と FADD と結合すること
で活性化して下流にシグナルを伝達する開
始タンパク分解酵素（procaspase-8）を介し
て伝わっていく。これは FADDや procaspase-8
と結合する因子（cFLIP）によって阻害され、

これによって顆粒層細胞はアポトーシスを
免れているアポトーシス・シグナル阻害因子
cFLIP は１次卵胞後期（未熟な卵母細胞を一
層の顆粒層細胞が取り囲んでいる）から発現
が始まり、２次卵胞（顆粒層細胞が盛んに細
胞分裂を繰り返して重層化する）以降は卵胞
発育と平行して高まる。健常に発育してやが
て排卵にいたるであろう３次卵胞（卵胞腔が
形成されている）の顆粒層細胞には豊富に発
現している。しかし閉鎖卵胞の顆粒層細胞に
は発現していないということが分かってき
ている。これらの知見をいかして、食肉処理
場で得られる未熟卵胞を含む卵巣の皮質細
片を凍結保存・融解後、免疫不全マウスに異
種移植し、そこでアポトーシス阻害因子の遺
伝子導入によって卵胞死滅を阻止すること
で卵母細胞を救命するという、最先端技術を
複合的に駆使して、卵巣内潜在的卵母細胞を
救命して有効利用するシステムを創出する
ものである。 
 
３．研究の方法 
 アポトーシス阻害因子の cFLIP と XIAPの
遺伝子導入と異種移植法を組み合わせ、家畜
の卵巣内の潜在的卵母細胞を救命できるシ
ステの開発を目指した。すなわち以下のよう
に卵巣皮質組織細片の調製、細片のガラス化
凍結・融解、免疫不全マウスへの異種移植、
細片移植マウスを介した遺伝子導入、卵胞の
発育・成熟、成熟卵胞から得た卵母細胞の体
外受精と初期胚の体外培養、着床の確認とい
う一連のシステムを確立した。 
(1)ブタの卵胞では cFLIP のスプライシン
グ・バリアントの short form は発現してお
らず long form（cFLIP-l）が発現しているこ
とを見出したので、本研究では cFLIP-lと
XIAPとに焦点を絞り、これらを人為的に
up-regulate することで、食肉処理場で廃棄
されている卵巣内潜在的卵巣内卵母細胞の
救命を試みた。二次卵胞（重層した顆粒層細
胞で卵母細胞が覆わる）を豊富に含む卵巣皮
質部の細片を申請者らが開発した等容 15% 
polyethylene glycoldimethyl sulfoxide 溶
液を主剤とする凍結保護剤に浸漬後、液体窒
素中でガラス化凍結した（Nakagawa et al., 
J Reprod Dev, 57: 335-41, 2011）。 
(2) 凍結卵巣細片を融解して８週齢雄重症
複合免疫不全（SCID）マウスの腎漿膜下に申
請者らの開発した方法（Kagawa et al., J 
Reprod Dev, 51: 77-85, 2005）で異種移植



し、この卵巣移植マウスを P2 バイオハザー
ドクリーンベンチ内にて無菌的に飼育した。 
(3) 卵胞の発育ステージを判定、計数後実体
顕微鏡下に発育、成熟が進んだ三次卵胞を切
開して卵母細胞を取り出して形態異常を評
価し、次いで体外成熟培養して成熟ステージ
と形態異常を判定、計数を行った。成熟の進
んだ卵母細胞に体外受精を施して受精能を
調べ、次のステップとして受精した初期胚を
体外で培養して発生が正常か否か評価した。
(4) cFLIP-lと XIAPを組込んだベクターが卵
母細胞に導入されることは望ましくないの
で、これらが卵母細胞には導入されていない
ことを確認した。 
 
４．研究成果 

哺乳類の卵巣では胎仔期に第一減数分裂
前期のディプロテン期で停止した卵母細胞
が顆粒層細胞に包まれた原始卵胞の状態で
休眠しており、性周期毎に一定数が発育する。
卵胞内では顆粒層細胞が卵母細胞を保育し
排卵に至るが、発育の過程で 99%以上が閉鎖
する。重要な家畜であり完全性周期動物であ
るブタを用いて申請者らは卵胞閉鎖過程を
形態学的に精査し、極初期に誘起される顆粒
層細胞のアポトーシスが閉鎖の調節に深く
係わっていることを示し、この分子制御機構
の解明を進めた。二次卵胞以降の顆粒層細胞
には tumor necrosis factor（TNF）family
に属するリガンドと TNF受容体（TNFR）family
に属する受容体が発現していること、TNFα
/TNFR-II 系は細胞増殖の亢進を担っている
ことを明らかにした（松田ら,比較分泌学, 
38: 27-32, 2012）。これら細胞死リガンドと
受容体は、閉鎖卵胞のみならず発育している
健常卵胞の顆粒層細胞でも発現していたの
で、細胞死阻害因子が存在すると考え、その
探索を行った結果、顆粒層細胞はミトコンド
リアを介してシグナルが伝わる II 型アポト
ーシス細胞であることが分かるとともに２
種類の細胞内阻害因子の存在が判明した。リ
ガンドと結合した活性化受容体とアダプタ
ータンパク（FADD や TRADD）が互いの death 
domain を介して結合すると、アダプタータン
パクの death effector domain を介してカス
パーゼ８前駆体が結合し、前駆体が分解され
て活性化する。免疫系等の多くの細胞では活
性化カスパーゼ８が下流のカスパーゼ３前
駆体を直接分解するが、顆粒層細胞ではカス
パーゼ８がミトコンドリア外膜の透過性を
調節する Bidを活性化してミトコンドリアか
らチトクロームＣを放出させ、このチトクロ
ームＣが Apaf-1 およびカスパーゼ９前駆体
と結合して apoptosome を形成し、ここでカ
スパーゼ９が活性化されてカスパーゼ３前
駆体を分解する。活性化したカスパーゼ３が
caspase activated DNAse（CAD）を活性化さ

せ、活性化 CAD が核内に移行して遺伝子 DNA
を分断することでアポトーシスが実行され
ることを明らかにした。ブタの健常な卵胞顆
粒層細胞では FADD と結合してカスパーゼ８
前駆体との結合を阻害する cFLIPおよびとカ
スパーゼ９とカスパーゼ３前駆体間のシグ
ナル伝達を妨げる XIAP が発現しており、こ
れらがアポトーシスを阻止していることを
示した。阻害因子を過剰発現させた場合、受
容体依存性アポトーシスが阻害され、逆に
RNA silencing 法で発現を停止させると細胞
は死滅した。阻害因子は卵母細胞の品質を評
価する指標として有用であることも分かっ
てきた。これらの細胞死受容体を介する細胞
内シグナル伝達を解明する研究の過程で
cFLIPと XIAP以外にも卵胞救命に役立つ候補
分子を見出した。ブタのような完全性周期動
物の顆粒層細胞には囮受容体（DcR3）が発現
していることを見出した（Sugimoto et al., 
J Reprod Dev, 56: 467-74, 2010）。顆粒層
細胞は、アポトーシスシグナルがカスパーゼ
８とミトコンドリア機能を制御する Bit
（Bcl-2 ファミリー）を介してミトコンドリ
アに伝えられ、ミトコンドリアからチトクロ
ームＣが放出されて下流のカスパーゼ前駆
体を活性化するⅡ型アポトーシス細胞であ
り（Matsuda et al., J reprod Dev, 57: 151-58, 
2011）、ゲートキーパーp53 が伝達を阻害して
いる。これの発現を人為的に高めれば顆粒層
細胞の生存を確保できると考えられた。 
卵胞閉鎖は顆粒層細胞アポトーシスによ

って調節されており、この細胞はミトコンド
リアを介して細胞内アポトーシスシグナル
が伝達する II 型アポトーシス細胞であるの
で、細胞内でアポトーシスシグナル伝達を阻
害している因子(cFLIPと XIAP)にて免疫不全
マウス腎に異種移植したブタ卵巣組織細片
におけるアポトーシスを阻害することで、こ
の卵巣細片に含まれている卵胞の救命率を
高めることができることがわかってきた。 
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